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La fibromatosi uterina: epidemiologia e sintomatologia 
 
I leiomiomi uterini sono le neoplasie benigne più frequenti nelle donne in 
età fertile. Si riscontrano nel 20-50% delle donne all’età di 30 anni (1); 
l’incidenza aumenta con l’età ed è più elevata in alcuni gruppi etnici, 
soprattutto in quello afro - caraibico (2). 
L’impatto della fibromatosi uterina sul benessere della donna è notevole, 
se si considera che essa costituisce l’indicazione principale all’isterectomia in 
età premenopausale (3). 
In base alla localizzazione, i leiomiomi uterini possono essere suddivisi 
in: sottomucosi (a sviluppo nella cavità uterina, al di sotto dell’endometrio), 
intramurali (localizzati nello spessore del miometrio) e sottosierosi (sessili o 
peduncolati, a partenza dalla superficie dell’utero, al di sotto della sierosa 
peritoneale).  
Nel 50-60% dei casi i fibromi uterini sono asintomatici e vengono 
diagnosticati occasionalmente durante una visita ginecologica o un controllo 
ecografico. Negli altri casi, la paziente può lamentare menometrorragia, a 
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volte di entità tale da indurre anemia; sintomi da compressione della vescica 
(pollachiuria e/o ritenzione urinaria) o del retto (stipsi); dolore da 
compressione sugli organi vicini o sui plessi nervosi (dolore di tipo sciatico). 
Attualmente, non esistono sufficienti evidenze in letteratura a conferma 
di un possibile ruolo della fibromatosi uterina come causa o concausa di 
infertilità. Analogamente, non sono riportati risultati di studi prospettici che 
mostrino una correlazione tra la presenza di leiomiomi intramurali o 
sottosierosi ed un’aumentata incidenza di aborti spontanei. Per quanto riguarda 
i leiomiomi sottomucosi, invece, potrebbe essere prudente rimuoverli, ad es. 











La fibromatosi uterina: eziopatogenesi 
 
Nonostante gli effetti ampiamente dimostrati degli steroidi sessuali 
sull’accrescimento dei leiomiomi, l’eziopatogenesi della fibromatosi uterina è 
ancora in parte sconosciuta. 
 
Anomalie citogenetiche. I leiomiomi uterini sono neoplasie monoclonali 
originanti dalla mutazione somatica di un miocita progenitore. Circa il 50% 
dei leiomiomi uterini presenta aberrazioni cromosomiche (4, 5). Il difetto più 
comunemente osservato è una traslocazione reciproca che coinvolge i 
cromosomi 12q15 e 14q24. Il gene interessato, HMGIC, sul cromosoma 12, 
codifica per un fattore di trascrizione, la proteina HMGIC. Il risultato della 
traslocazione è la sintesi di un trascritto chimerico che funge da transattivatore 
e, presumibilmente, induce un accrescimento eccessivo delle fibrocellule 
muscolari lisce costituenti il leiomioma (6). Tuttavia, nonostante numerosi 
studi, i dati presenti in letteratura circa il ruolo effettivo delle anomalie 
citogenetiche nell’eziopatogenesi della fibromatosi uterina sono tuttora non 
univoci né è chiaro il motivo per cui tali alterazioni manifestino i loro effetti 
nel miometrio e non anche in altri tessuti dell’adulto. 
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Ruolo degli steroidi sessuali. Sebbene l’esatta eziologia sia sconosciuta, 
il ruolo degli ormoni sessuali è fondamentale per l’insorgenza e 
l’accrescimento dei leiomiomi uterini. Questi ultimi, infatti, sono tipici dell’età 
fertile, aumentano di volume in gravidanza e regrediscono dopo la menopausa 
(7).  
Gli estrogeni ed i relativi recettori sono fondamentali nella patogenesi 
dei leiomiomi (8). Rispetto al miometrio normale, i leiomiomi presentano 
un’abnorme espressione genica di recettori per gli estrogeni, che determina 
un’elevata sensibilità a questi ormoni durante la fase proliferativa del ciclo 
mestruale (9). Inoltre, cellule di leiomiomi in coltura presentano una risposta 
agli estrogeni significativamente più intensa rispetto alle cellule miometriali 
sane, soprattutto se prelevate nella fase proliferativa del ciclo mestruale (10). 
La dimostrazione semiquantitativa immunoistochimica dell’espressione dei 
recettori per estrogeni e progesterone correla con il tasso di accrescimento del 
leiomiomi (11).  
Anche il progesterone, al pari degli estrogeni, sembra svolgere un ruolo 
eziopatogenetico nella fibromatosi uterina. Recentemente, alcuni Autori (12) 
hanno dimostrato che il progesterone induce una up-regulation 
dell’espressione dell’antigene nucleare PCNA (proliferative cell nuclear 
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antigen), indicatore di proliferazione cellulare, nelle fibrocellule muscolari 
lisce dei leiomiomi uterini. Inoltre, il progesterone ha un effetto simile sulla 
proteina Bcl-2, che inibisce la morte cellulare mediata da apoptosi (12).  
 
Fattori di crescita. I fattori di crescita polipeptidici partecipano a 
numerosi eventi cellulari e tissutali, incluse la morfogenesi, l’angiogenesi, la 
cicatrizzazione e la risposta immunitaria. Mutazioni tali da alterare i circuiti 
regolatori innescati dai fattori di crescita possono interferire con il controllo 
dell’accrescimento cellulare e delle interazioni cellula-cellula, favorendo lo 
sviluppo di neoplasie. 
Sebbene non siano ancora state individuate mutazioni specifiche 
eziologicamente connesse alla fibromatosi uterina, ci sono significative 
evidenze che gli effetti degli steroidi ovarici sull’insorgenza e l’accrescimento 
dei leiomiomi uterini, per quanto riguarda sia l’incremento della proliferazione 
cellulare che la deposizione di matrice extracellulare, siano almeno in parte 
mediati da pathway di fattori di crescita, prodotti localmente e agenti con 
meccanismo autocrino o paracrino (9, 13, 14).  
I fattori di crescita il cui ruolo nella fibromatosi uterina è meglio 
conosciuto sono: Epidermal Growth Factor (EGF) (15), Insulin-like Growth 
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Factors I e II (IGF-I, IGF-II) (16, 17), Transforming Growth Factor β (TGF-β) 
(14), Platelet-derived Growth Factor (PDGF) (18, 19), Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF) (20), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) (21, 22). 
 
Angiogenesi e vascolarizzazione. L’accrescimento dei leiomiomi uterini 
necessita di un adeguato apporto vascolare. La distribuzione della rete 
vascolare è stata studiata da molti Autori, ma con risultati spesso contrastanti. 
Recentemente, è stata messa a punto una tecnica di studio (23) basata sulla 
iniezione, attraverso i vasi afferenti di miomi ottenuti in seguito ad autopsie, di 
una resina e sulla successiva corrosione dopo la polimerizzazione della resina 
stessa. In questo modo, si ottiene un calco dell’intera rete vascolare del 
mioma. Questa tecnica ha consentito di dimostrare che i fibromi più piccoli (1-
3 mm) sono avascolari, quelli lievemente più grandi (<1 cm) sono irrorati da 
pochi vasi sanguigni di piccolo calibro, che raggiungono la lesione dalla 
periferia. I miomi >1 cm contengono una rete vascolare irregolare con densità 
simile o inferiore a quella del miometrio normale circostante e sono circondati 
da una “capsula vascolare” estremamente densa, che fornisce l’apporto 
vascolare determinante per l’accrescimento. Probabilmente, durante lo 
sviluppo dei leiomiomi, i vasi sanguigni preesistenti vanno incontro a 
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regressione e vasi neoformati invadono la lesione dalla periferia. La 
formazione di tali vasi è dovuta ad un processo di angiogenesi, molto attiva 
alla periferia del mioma, promossa da fattori di crescita polipeptidici prodotti 
localmente dallo stesso mioma. Tra i fattori di crescita angiogenetici coinvolti 
nella fibromatosi uterina, i più studiati sono il PDGF, il bFGF ed il VEGF. 
Una disregolazione locale di tali fattori o dei loro recettori è stata ipotizzata 














La fibromatosi uterina: terapia 
 
La scelta del tipo di trattamento da attuare in pazienti con fibromatosi 
uterina dovrebbe tener conto di alcuni punti chiave: il rapporto rischio-
beneficio delle diverse modalità terapeutiche; il tasso di recidiva e, quindi, la 
necessità di terapie ripetute o aggiuntive; l’impatto di un trattamento ripetuto; 
il desiderio di prole della paziente; la sintomatologia; il volume e la sede dei 
fibromi; l’effetto della terapia sulla qualità di vita della paziente. 
In una recente review sistematica della letteratura circa il trattamento 
chirurgico e non chirurgico della fibromatosi uterina, gli Autori non hanno 
potuto fornire risposte chiare ai punti chiave indicati precedentemente, a causa 
della mancanza di dati univoci su molte variabili precliniche e sull’outcome 
(24, 25). 
 
Terapia chirurgica. In donne che non hanno desiderio di prole, 
l’isterectomia è considerata una terapia definitiva per la fibromatosi uterina. 
Essa elimina il rischio di recidiva e migliora sensibilmente la qualità di vita 
della paziente (26, 27). Una review sistematica della letteratura (28) 
suggerisce un aumentato rischio di incontinenza urinaria in seguito a 
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laparoisterectomia totale; tuttavia, un più recente studio prospettico (29) 
dimostra che non ci sono sequele negative sulla funzione degli organi pelvici. 
L’isterectomia è un intervento gravato da morbidità significativa nel 3% 
dei casi e da morbidità minore in circa il 14% dei casi (30). La mortalità è 1-2 
per mille (31). 
L’isterectomia non è indicata in pazienti giovani desiderose di prole. 
Inoltre, non tutte le donne non desiderose di ulteriori gravidanze accettano un 
intervento demolitore, per i risvolti psicologici che scaturiscono dalla perdita 
di un organo che ha un alto valore simbolico.  
La miomectomia laparotomica rappresenta un approccio chirurgico 
conservativo per la fibromatosi uterina, che consente di ottenere la risoluzione 
dei sintomi da metrorragia e del dolore pelvico in circa l’80% dei casi (32). 
La miomectomia laparoscopica è associata con un ricovero ospedaliero 
di minore durata ed un decorso post-operatorio più breve, con conseguente 
riduzione di costi (33). Tuttavia, si tratta di un intervento tecnicamente 
dispendioso ed indicato per miomi con un range limitato di caratteristiche. 
Inoltre, la miomectomia laparoscopica presenta un rischio di conversione in 
laparotomia variabile da 1.8% a 8% nelle varie casistiche (34, 35). 
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La miomectomia per via vaginale è una tecnica chirurgica relativamente 
recente. Può essere preceduta da una laparoscopia diagnostica (36) oppure 
essere laparoscopicamente assistita (37). Quest’ultima modalità sembra 
facilitare l’emostasi e la ricostruzione dell’utero rispetto al solo approccio 
laparoscopico. 
La miomectomia, soprattutto per via laparotomica, è associata con 
maggiore perdita ematica intraoperatoria, tempi chirurgici più lunghi, dolore, 
morbilità post-operatoria e ricoveri ospedalieri di maggiore durata rispetto 
all’isterectomia; inoltre, nel 20-25% dei casi è necessario un ulteriore 
trattamento (38). Il rischio di recidiva dopo miomectomia è stimato in 
percentuali diverse dai vari Autori; in ogni caso, esso limita l’efficacia a lungo 
termine dell’intervento. Inoltre, la miomectomia può determinare una 
sindrome aderenziale, di minore entità con la laparoscopia, che può incidere 
negativamente sulla fertilità, causare dolore pelvico cronico, incrementare il 
rischio di gravidanza ectopica e di rottura di utero gravido e, occasionalmente, 
provocare occlusione intestinale (25).           
 
Terapia medica: analoghi del GnRH. Attualmente, gli analoghi del 
GnRH (GnRH-a) rappresentano la principale modalità di terapia medica della 
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fibromatosi uterina. Attraverso la down-regulation dell’asse ipotalamo-ipofisi-
ovaio, essi inducono un ipogonadismo ipogonadotropo temporaneo e 
reversibile. Lo stato ipoestrogenico che ne deriva induce una riduzione di 
volume dell’utero e dei fibromi che, in alcuni trial, ha raggiunto il 50-70% 
(39). Inoltre, i GnRH-a consentono il controllo della meno-metrorragia, e della 
conseguente anemia, e dei principali sintomi associati alla fibromatosi uterina. 
Tuttavia, tali effetti sono rapidamente reversibili al termine del trattamento: 
pertanto, in pazienti in età premenopausale la somministrazione dei GnRH-a è 
spesso considerata una terapia prechirurgica.  
L’esatto meccanismo con cui i GnRH-a inducono la riduzione di volume 
dell’utero è ancora sconosciuto. Tuttavia, sono stati ipotizzati un effetto diretto 
o indiretto sull’attività di alcuni fattori di crescita (17, 19, 40), un’induzione 
dell’apoptosi (41), un’alterazione della vascolarizzazione (23, 40, 42). Dopo 
terapia con GnRH-a, l’intervento chirurgico risulta più agevole e breve, con 
minore perdita ematica, minore ricorso ad incisioni laparotomiche 
longitudinali, possibilità di un approccio vaginale o conservativo in un 
maggior numero di pazienti e decorso post-operatorio più breve (40). Un 
problema frequentemente riscontrato nella pratica clinica, ma poco studiato, è 
la difficoltà di enucleazione dei fibromi dopo trattamento con GnRH-a, dovuta 
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ad una ridotta consistenza della lesione e al fatto che la terapia rende meno 
facilmente distinguibili i piani di clivaggio (41). Tale condizione, tuttavia, è 
compensata dalla ridotta perdita ematica intra- e post-operatoria, da una 
minore durata dell’intervento dovuta alle ridotte dimensioni dell’utero e dei 
miomi e dalla maggiore facilità di accesso chirurgico. 
La durata della terapia con GnRH-a è fortemente limitata dal 
manifestarsi di sintomi simil-menopausali (es. vampate di calore) e di 
un’accelerata perdita di massa ossea, dovuti allo stato ipoestrogenico. Per far 
fronte a tali effetti collaterali, senza compromettere l’efficacia terapeutica, 
sono stati messi a punto diversi schemi di terapia “add-back”. 
 
Terapia medica: terapia “add-back” con tibolone. Il tibolone è uno 
steroide sintetico strutturalmente correlato al noretinodrel, modulatore tessuto-
selettivo dei recettori estrogenici, con effetti combinati di tipo progestinico, 
estrogenico e androgenico. È utilizzato nel trattamento dei sintomi climaterici 
e per prevenire la demineralizzazione ossea postmenopausale senza indurre 
una significativa stimolazione dell’endometrio (42). 
Dopo somministrazione orale, il tibolone è convertito in tre diversi 
metaboliti che, al contrario del tibolone stesso, mostrano un’alta affinità di 
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legame per i recettori degli steroidi sessuali ovarici. Gli isomeri 3α-idrossi- e 
3β-idrossi-derivati si legano prevalentemente ai recettori per gli estrogeni e 
sono responsabili degli effetti estrogeno-simili sull’osso e sul trattamento delle 
vampate di calore. L’isomero Δ4, prodotto nell’endometrio dalla 3β-
idrossisteroido-deidrogenasi/isomerasi, si lega soprattutto ai recettori per gli 
androgeni e il progesterone ed è responsabile degli effetti atrofizzanti 
sull’endometrio. 
Alcuni studi hanno valutato l’efficacia dell’associazione del tibolone ai 
GnRH-a nella terapia prechirurgica a breve e a lungo termine della fibromatosi 
uterina (43, 44, 45, 46), riscontrando una riduzione dei sintomi vasomotori e 
delle vampate di calore, senza compromissione della massa ossea né degli 
effetti terapeutici dei GnRH-a. Il meccanismo alla base del mancato effetto 
stimolatorio del tibolone sull’utero fibromatoso non è ancora completamente 
compreso. Recentemente, uno studio in vivo (46) ha dimostrato, in miomi 
uterini ottenuti dopo terapia prechirurgica con GnRH-a e tibolone, una 
riduzione della proliferazione cellulare ed un incremento dell’apoptosi, mentre 
in caso di terapia con i soli GnRH-a questi parametri non risultavano 
significativamente modificati rispetto ai leiomiomi ottenuti da pazienti non 
trattate. 
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Terapia medica: gli antagonisti del GnRH. Recentemente, è stato 
sperimentato l’utilizzo del ganirelix, un antagonista del GnRH, nella terapia 
prechirurgica della fibromatosi uterina (47). Alla luce dei risultati ottenuti, gli 
antagonisti del GnRH, rispetto agli agonisti, sembrano determinare una più 
rapida riduzione del volume dell’utero e dei fibromi, con conseguente 
riduzione della durata del trattamento e minore incidenza di effetti collaterali 
indesiderati di tipo simil-menopausale. 
 
Nuove strategie terapeutiche: embolizzazione dell’arteria uterina. Il 
riconoscimento del ruolo fondamentale della vascolarizzazione 
nell’accrescimento dei fibromi uterini è alla base dell’embolizzazione 
dell’arteria uterina, tecnica interventistica radiologica finalizzata a privare il 
fibroma della sua rete vascolare. Tale procedura conservativa richiede la 
cateterizzazione di entrambe le arterie uterine per instillarvi microparticelle di 
alcool polivinilico, che occludono in maniera permanente i rami arteriosi 
diretti al mioma (48). 
Studi recenti dimostrano come questo intervento sia associato ad un 
significativo miglioramento della qualità di vita e dei sintomi correlati alla 
presenza dei miomi (49). Le complicanze secondarie alla modalità di 
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esecuzione della tecnica sono rare, con una frequenza ulteriormente ridotta dal 
grado di esperienza dell’operatore. Circa il 7% delle pazienti, soprattutto con 
fibromi di notevoli dimensioni, lamenta un senso di pesantezza cronico dopo 
l’intervento di embolizzazione (50). Le pazienti, inoltre, possono lamentare 
una cosiddetta “sindrome post-embolizzazione”, caratterizzata da sintomi 
simil-influenzali, febbre elevata, leucocitosi, senso di malessere, dovuta al 
rilascio di citochine da parte dei tessuti ischemici. Complicanze infettive 
severe, soprattutto in fibromi di grosse dimensioni, si verificano nell’1-2% dei 
casi, spesso a mesi di distanza dall’intervento, e possono esitare in 
isterectomia (51, 52). Non esistono ancora in letteratura studi randomizzati 
controllati che confrontino gli effetti e le complicanze dell’embolizzazione 









La fibromatosi uterina: effetti della terapia medica pre-chirurgica 
della fibromatosi uterina sull’angiogenesi, la proliferazione cellulare, 
l’apoptosi dei leiomiomi uterini. 
 
Angiogenesi e growth factors angiogenetici. Come precedentemente 
accennato, un adeguato apporto vascolare è fondamentale per l’accrescimento 
dei leiomiomi uterini. Molti Autori hanno studiato la distribuzione dei vasi 
sanguigni nei leiomiomi, spesso confrontandola con quella del miometrio sano 
circostante. I dati più recenti (23) indicano che i miomi, soprattutto quelli di 
dimensioni maggiori, sono circondati da una “capsula vascolare” 
estremamente densa, che fornisce l’apporto ematico fondamentale per 
l’accrescimento. È ipotizzabile che, durante lo sviluppo dei leiomiomi, i vasi 
sanguigni preesistenti vadano incontro a regressione e vasi neoformati 
invadano la lesione dalla periferia. La formazione di tali vasi è dovuta ad un 
processo di angiogenesi che, a differenza della vasculogenesi, è attiva non solo 
durante il periodo embrionale, ma anche nella vita adulta.  
In condizioni fisiologiche, l’angiogenesi si realizza durante i processi di 
cicatrizzazione delle ferite e nell’apparato genitale femminile durante la vita 
fertile (53). 
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In condizioni patologiche, invece, l’angiogenesi riveste un ruolo 
rilevante nei processi infiammatori cronici (54), nella formazione di circoli 
collaterali in caso di malattie angioproliferative (55) e nella vascolarizzazione 
dei tumori maligni e benigni, tra cui i leiomiomi uterini.                     
Qualsiasi processo angiogenetico, sia fisiologico che patologico, ha 
inizio con l’attivazione delle cellule endoteliali in seguito al rilascio di 
citochine indotto da una condizione di ipossia o ischemia. Perché si abbia la 
formazione di nuovi capillari, le cellule endoteliali dei vasi sanguigni 
preesistenti devono degradare la membrana basale ed invadere lo stroma 
adiacente. Questi processi richiedono l’azione combinata dell’attivatore del 
plasminogeno (PA, plasminogen activator) e delle metalloproteinasi della 
matrice (MMPs, matrix metallo-proteinases). L’attivatore del plasminogeno 
tipo-urokinasi (u-PA, urokinase-type plasminogen activator) e l’attivatore del 
plasminogeno tissutale (t-PA, tissue-type plasminogen activator) sono proteasi 
sieriche che convertono il plasminogeno in plasmina. La plasmina degrada 
diversi componenti della matrice extracellulare (ECM, extracellular matrix), 
quali fibrina, fibronectina, laminina, proteine core di proteoglicani, e attiva le 
metalloproteinasi MMP-1, MMP-3 e MMP-9, che degradano la membrana 
basale.  
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L’attività del PA e delle MMPs è controllata a 3 livelli:  
1) l’espressione di PA e MMPs è indotta da fattori di crescita 
angiogenetici e citochine;  
2) essi sono secreti come zimogeni e quindi attivati proteoliticamente 
nella ECM;  
3) l’attività del PA, delle MMPs e della plasmina è regolata 
rispettivamente dall’inibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI, 
plasminogen activator inhibitor), dall’inibitore tissutale delle MMPs (TIMP) e 
dall’α2-antiplasmina.  
PA e MMPs sono secreti insieme ai loro inibitori, in un equilibrio che 
consente il controllo rigoroso dell’attività proteolitica locale e, quindi, la 
protezione della normale struttura tissutale. Tale regolazione si perde durante 
la crescita tumorale e la metastatizzazione. 
 In seguito della degradazione proteolitica della ECM, le cellule 
endoteliali “leader” migrano attraverso la matrice degradata e poi proliferano 
per effetto della stimolazione da parte di alcuni fattori di crescita che, oltre alla 
migrazione, controllano anche la differenziazione delle cellule endoteliali. 
L’ultima tappa della angiogenesi è la formazione di strutture capillari tubulari 
e la loro successiva stabilizzazione.  
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I leiomiomi uterini, come precedentemente descritto, sono caratterizzati 
da una proliferazione vascolare particolarmente intensa alla periferia delle 
singole lesioni, da cui poi si dipartono i rami vascolari che forniscono il giusto 
apporto ematico alla neoplasia. Una disregolazione locale dell’attività dei 
fattori di crescita angiogenetici e dei loro recettori è stata ipotizzata nella 
fibromatosi uterina (24). Tra i fattori di crescita implicati nella regolazione 
della differenziazione delle cellule epiteliali e nell’angiogenesi, il PDGF, il 
bFGF e il VEGF sono quelli maggiormente attivi nell’utero fibromatoso.  
Il PDGF è immagazzinato nei granuli α delle piastrine, che lo rilasciano 
in seguito ad attivazione. Può anche essere prodotto da altri tipi cellulari, tra 
cui macrofagi attivati, cellule endoteliali, fibroblasti, cellule muscolari lisce e 
molti tipi di cellule tumorali. Il PDGF è un fattore di crescita dimerico, 
derivante dalla combinazione di due catene peptidiche (A e B) in omo- o 
etero-dimeri (56). Sono noti due recettori per il PDGF: PDGFR-α, che può 
legare tutti i dimeri (AA, AB, BB) e PDGFR-β, che lega ad alta affinità solo 
l’omodimero BB. Entrambi i recettori sono tirosin-cihinasi. In seguito 
all’interazione con il ligando, formano omo- (α-α; β-β) o etero- (α-β) dimeri e 
si autofosforilano su residui tirosinici (57). Il PDGF è mitogeno e 
chemiotattico per le fibrocellule muscolari lisce miometriali e i fibroblasti. 
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Recentemente, studi in vitro e in vivo (18, 19) hanno dimostrato che il PDGF è 
fondamentale per la risposta mitogena dei leiomiomi alla stimolazione 
estrogenica e che l’immunoespressione di questo fattore di crescita è 
correlabile alle modifiche nel volume uterino osservate dopo terapia con 
GnRH-a. La sua espressione è stata dimostrata anche nel citoplasma delle 
fibrocellule muscolari lisce dei vasi sanguigni del miometrio e dei leiomiomi 
(58). A livello vascolare, il PDGF è in grado di stimolare l’angiogenesi e può 
anche modificare il calibro dei vasi sanguigni (23). Inoltre, il PDGF può 
stimolare la secrezione di VEGF da parte delle cellule muscolari lisce: il 
VEGF così prodotto a sua volta stimola l’organizzazione delle cellule 
endoteliali in strutture tubulari simil-vascolari (59).  
 
Il bFGF, anch’esso, come il PDGF, fattore di crescita ad alta affinità per 
l’eparina, appartiene ad una famiglia composta da 19 proteine che, attraverso 
l’interazione con la matrice extracellulare, modulano i processi di 
differenziazione nell’embriogenesi e di progressione della crescita tumorale. 
Gli effetti del bFGF sulle cellule sono mediati dal legame con un recettore 
tirosin-chinasi ad alta affinità (FGFR). L’interazione con il ligando è seguita 
dalla dimerizzazione del recettore e dalla sua autofosforilazione. Nella ECM, 
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il bFGF è immagazzinato in forma inattiva legato ai proteoglicani e all’eparina 
solfato ed è rilasciato in seguito a degradazione proteolitica della ECM (60). Il 
bFGF è mitogeno per le fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi uterini (61) 
e per le cellule endoteliali (22), regola la migrazione di queste ultime (22) ed 
induce la produzione di enzimi per il rimodellamento della ECM, come 
collagenasi e attivatore del plasminogeno (22, 62). Il bFGF agisce 
sinergicamente al VEGF e ne stimola la sintesi in numerose linee cellulari 
tumorali (63, 64). È riportata, in letteratura, una ridotta espressione di bFGF 
nelle cellule muscolari lisce dei leiomiomi dopo trattamento con GnRH-a (21, 
40). 
Il VEGF è un fattore di crescita dimerico ad alta affinità di legame per 
l’eparina, esistente in quattro diverse isoforme, di cui la più attiva è quella a 
165 amminoacidi (65). Sono conosciuti due recettori della famiglia delle 
tirosin-chinasi per il VEGF: Flt-1, recettore con maggiore affinità, espresso 
dalle cellule endoteliali vascolari (66) e KDR, recettore con minore affinità, 
identificato su cellule endoteliali, tumorali e monociti (67). L'interazione con 
entrambi i recettori è essenziale per indurre lo spettro completo di risposte 
biologiche al VEGF. In seguito al legame con il VEGF, i recettori vanno 
incontro ad autofosforilazione e ad omo- o etero-dimerizzazione; quindi, si 
 24
attiva una cascata di fosforilazioni che porta all’attivazione di vie alternative 
di trasduzione del segnale. I due recettori attivano vie di trasduzione distinte, 
trasmettendo segnali diversi alle cellule endoteliali. Mentre l’interazione del 
VEGF con l’eterodimero flk-1/KDR attiva la proliferazione delle cellule 
endoteliali, nessun effetto mitogeno segue il legame del VEGF al recettore Flt-
1 che, pertanto, potrebbe fungere da regolatore negativo della traduzione del 
segnale dipendente dall’interazione tra VEGF e recettore KDR (68). Un ruolo 
rilevante nella regolazione dell’espressione del gene per il VEGF è sostenuto 
dalla tensione tissutale di ossigeno (69). Il VEGF è un mediatore fondamentale 
dell’angiogenesi. Esso non è mitogeno per le fibrocellule muscolari lisce (70), 
ma sostiene l’accrescimento dei leiomiomi uterini attraverso la creazione di un 
adeguato supporto vascolare (71). Esso, infatti, stimola la migrazione e 
proliferazione delle cellule endoteliali, modula l’espressione di enzimi di 
rimodellamento della ECM e aumenta la permeabilità vascolare, fondamentale 
per l’inizio del processo angiogenetico (72, 73).    
In un recente studio (74), abbiamo riportato una significativa riduzione 
della  immunoreattività per PDGF, bFGF e VEGF nelle fibrocellule muscolari 
lisce dei leiomiomi dopo pretrattamento con GnRH-a e GnRH-a e tibolone. 
Nello stesso studio, abbiamo osservato una forte immunoreattività vascolare 
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per PDGF, bFGF e VEGF, sia nelle cellule endoteliali che nelle cellule 
muscolari lisce, in accordo con quanto già riportato in letteratura (20, 70, 75). 
Nei leiomiomi trattati è stata osservata una immunoreattività vascolare 
altrettanto spiccata. Tale persistenza potrebbe essere interpretata come una 
riserva vascolare di fattori di crescita angiogenetici ed essere una possibile 
spiegazione per la rapida ricrescita dei leiomiomi uterini al termine della 
somministrazione di GnRH-a. Per quanto riguarda il pattern vascolare, i 
leiomiomi trattati presentavano una prevalenza di vasi scarsamente ramificati, 
per lo più capillari, con una significativa riduzione dell’espressione 
immunoistochimica di CD34. Anche l’angiogenesi, rappresentata dalla 
positività vascolare per CD105, si è ridotta significativamente dopo terapia 
prechirurgica.  
 
Proliferazione cellulare e apoptosi. Come già precedentemente 
accennato, l’esatto meccanismo attraverso cui i GnRH-a determinano la 
riduzione di volume dell’utero e dei leiomiomi non è stato ancora 
completamente compreso. È stato ipotizzato un effetto sulla proliferazione 
cellulare e l’apoptosi, ma i dati presenti in letteratura sono ancora contrastanti.  
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In particolare, studi che riportano valutazioni effettuate su esami 
istologici di routine non hanno evidenziato modifiche nella proliferazione 
delle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi dopo somministrazione di 
GnRH-a (76). 
D’altra parte, alcuni Autori riportano una ridotta espressione di Ki67 e/o 
PCNa, che identificano la quota di cellule proliferanti (39, 41), altri, invece, 
riferiscono un’aumentata espressione dei due antigeni dopo terapia pre-
chirurgica con GnRH-a (77). 
Riguardo all’apoptosi, numerosi studi riportano una elevata espressione 
dell’inibitore dell’apoptosi Bcl-2, che controlla la sopravvivenza e la morte 
cellulare, sia in leiomiomi uterini non trattati che in quelli pre-trattati con 
GnRH-a (39, 77, 78, 79, 80).  
In un recente studio (46), abbiamo riportato una riduzione 
nell’espressione immunoistochimica di PCNA dopo pre-trattamento con 
GnRH-a, ma senza differenze statisticamente significative con i leiomiomi di 
controllo. 
Per quanto riguarda gli effetti del tibolone, i dati più approfonditi 
riguardano gli effetti di questo farmaco sulle cellule epiteliali mammarie, in 
caso di terapia ormonale sostitutiva in post-menopausa. In questi casi, è 
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riportato un decremento della proliferazione cellulare (riduzione 
dell’espressione di Ki67), associato ad un incremento dell’apoptosi (ridotta 
espressione di Bcl-2) (81, 82).  
Nell’endometrio, sempre in età post-menopausale, non sono state 
descritte differenze significative nel tasso di apoptosi prima e dopo 
somministrazione di tibolone (83). 
Per quanto riguarda gli effetti del tibolone sui leiomiomi uterini, studi 
clinici riportano che la somministrazione di questo farmaco come agente add-
back in associazione ai GnRH-a nella terapia pre-chirurgica di pazienti in età 
pre-menopausale, non modifica le dimensioni dei fibromi uterini preesistenti 
(84). Al contrario, la terapia ormonale sostitutiva classica della post-
menopausa sembra incrementare il volume dei fibromi uterini (85).  
A proposito degli effetti specifici del tibolone sulla proliferazione delle 
fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi, recentemente abbiamo dimostrato 
(46), per la prima volta in letteratura, una riduzione significativa 
dell’espressione di PCNA in leiomiomi trattati con GnRH-a e tibolone, 
rispetto a leiomiomi non trattati o trattati con i soli GnRH-a. Ciò suggerisce un 
effetto inibitorio dell’associazione GnRH-a e tibolone sulla proliferazione 
delle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi.  
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Nello studio precedentemente citato (46), abbiamo confermato l’assenza 
di effetto dei GnRH-a sull’apoptosi, riportando, al contrario, un effetto 
proapoptotico (ridotta espressione di Bcl-2) dell’associazione GnRH-a e 
tibolone, ipotizzando sui fibromi uterini, analogamente a quanto già riportato 














Terapia prechirurgica della fibromatosi uterina: 
aspetti clinici ed espressione del Transforming Growth 
Factor- β3 e del Connective Tissue Growth Factor.  
 
La particolare abbondanza di tessuto connettivo e matrice extracellulare 
(ECM) è una caratteristica distintiva dei leiomiomi uterini. La ECM sembra 
svolgere un ruolo dinamico nell’accrescimento dei leiomiomi uterini, non solo 
influenzando la proliferazione e il differenziamento cellulare, ma anche 
fungendo da deposito di fattori di crescita biologicamente attivi, che a loro 
volta possono essere implicati nell’accrescimento dei leiomiomi (86).   
Il Transforming growth factor β (TGF-β), un polypeptide dimerico di 
112 kDa esistente in tre isoforme, è probabilmente il fattore di crescita più 
studiato negli ultimi anni nell’ambito della fibromatosi uterina. Esso è 
fondamentale nella eziopatogenesi di numerosi processi fibrotici, in quanto 
induce la sintesi di numerosi componenti della ECM che, a loro volta, 
inducono la fibrosi (87). Nei leiomiomi uterini, il TGF-β sembra avere un 
ruolo nel promuovere la sintesi di fibronectina e collagene (87, 88, 89). 
L’isoforma 3 del TGF-β (TGF-β3) è la dominante nelle cellule di origine 
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mesenchimale, incluse le fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi (90). È 
stata dimostrata una up-regulation dell’espressione di questa isoforma in 
campioni di leiomioma per effetto del l’azione del progesterone (91). Inoltre, 
la più intensa espressione di TGF-β3 nei leiomiomi rispetto al miometrio 
conferma l’ipotesi di un ruolo patogenetico di questo fattore di crescita nella 
fibromatosi uterina (91). 
La somministrazione di GnRH-a determina una riduzione di volume dei 
leiomiomi, unitamente ad una riduzione dell’apporto ematico, della cellularità 
e dell’estensione della ECM. In fibrocellule muscolari di miometrio esposte ai 
GnRH-a è stata riscontrata una ridotta espressione di TGF-β (92). In 
leiomiomi uterini esaminati dopo trattamento con GnRH-a è stato osservato un 
incremento nella degradazione della ECM (93) e una riduzione nella sintesi di 
TGF-β (92) e TGF-β3 (94). Questo dato potrebbe dipendere dal fatto che 
l’espressione delle isoforme del TGF-β nei fibromi uterine è sotto il controllo 
degli steroidi ovarici (92, 94), anche se è stato ipotizzato un ruolo diretto dei 
GnRH-a (92). Non esistono, invece, evidenze sperimentali circa gli effetti del 
tibolone da solo o in associazione con i GnRH-a sull’espressione di TGF-β nel 
miometrio o nei leiomiomi uterini.  
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Gli effetti del TGF-β sembrano essere mediati, almeno in parte, da altre 
molecole. Una di queste è il Connective tissue growth factor (CTGF), uno dei 
regolatori della cascata di eventi innescata dal TGF-β durante i processi di 
cicatrizzazione (95). Nelle cellule muscolari lisce delle vie aeree, è stata 
dimostrata una up-regulation dell’espressione del CTGF da parte del TGF-β1 
(96). Il CTGF è una molecola di 38kDa, appartenente alla famiglia “CCN 
(CTGF/Cyr61/Cef10/NOVH)” (97), prodotto dalle cellule endoteliali in 
coltura (98). Esso è coinvolto nella riparazione e rigenerazione tissutale, 
attraverso la stimolazione della proliferazione cellulare, della chemiotassi, 
dell’adesione cellulare e della formazione di ECM (95, 99). Livelli elevati di 
CTGF sono stati osservati in numerosi condizioni patologiche, come lo 
sclerodermia (100), l’aterosclerosi (101), la fibrosi polmonare (102), la fibrosi 
renale (103) ed alcune patologie proliferative benigne dei tessuti mesenchimali 
(104).  
Le evidenze sperimentali dell’espressione di CTGF nel miometrio e 
nei leiomiomi uterini sono ancora scarse. L’espressione di CTGF è stata 
dimostrata nelle cellule endoteliali vascolari del miometrio e dei leiomiomi 
(105) e, recentemente, è stata osservata una ridotta espressione del gene per 
il CTGF nei leiomiomi uterini rispetto al miometrio (106). Non sono 
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riportati, invece, dati relativi agli effetti della terapia con GnRH-a, associati 
o meno al tibolone, sull’espressione di CTGF nei leiomiomi uterini e nel 
miometrio.  
Obiettivo clinico di questo braccio dello studio è la valutazione 
dell’efficacia della terapia pre-chirurgica a breve termine della fibromatosi 
uterina con GnRH-a e tibolone sulla sintomatologia e sul volume uterino. 
Inoltre, si valuteranno le differenze registrate tra le pazienti trattate con i 
soli GnRH-a e quelle trattate anche con tibolone relativamente agli effetti 
collaterali indesiderati di tipo climaterico. 
Il secondo obiettivo è la valutazione immunoistochimica 
dell’espressione di TGF-β3 e, per la prima volta in letteratura, di CTGF nei 
leiomiomi uterini e nel miometrio di pazienti non trattate e di pazienti 
trattate con GnRH-a associati o meno al tibolone, allo scopo di determinare 
gli effetti di tali terapie sui fattori di crescita profibrotici. Inoltre, si 
valuteranno le eventuali ulteriori modifiche dell’espressione 
immunoistochimica dei fattori di crescita studiati indotte dalla terapia add-
back con tibolone rispetto a quanto osservato con i soli GnRH-a. 
I dati ottenuti potranno fornire nuove indicazioni circa il ruolo 
patogenetico dei growth factors profibrotici nella fibromatosi uterina e 
 33
contribuire anche ad approfondire lo studio dei meccanismi con cui gli 


















Materiali e metodi 
 
Lo studio è stato condotto presso il Dipartimento di Scienze Ostetrico-
Ginecologiche Urologiche e Medicina della Riproduzione dell’Università 
“Federico II” di Napoli su 45 donne in età premenopausale candidate ad 
intervento chirurgico per fibromatosi uterina sintomatica. Tutte le pazienti 
hanno dato il loro consenso informato per prendere parte allo studio, che è 
stato realizzato in accordo con le linee-guida istituzionali del Comitato Etico. 
Le pazienti sono state casualmente divise in due gruppi.  
23 pazienti (gruppo GnRH-a) (età 41.2±3.5 [SD]; parità 2.7±1.9 [SD]; 
BMI 24.7±5.6 [SD] Kg/m2) sono state trattate con un’iniezione sottocutanea 
mensile di leuprolide acetato depot 3.75 mg.  
22 pazienti (gruppo GnRH-a e tibolone) (età 39.7±3.8 [SD]; parità 
2.8±1.6 [SD]; BMI 25.3±4.9 [SD] Kg/m2) hanno ricevuto la stessa terapia, con 
l’aggiunta di 2.5 mg di tibolone al giorno, per via orale, fino al giorno 
precedente l’intervento chirurgico. La somministrazione di tibolone è stata 
iniziata 15 giorni dopo la prima fiala di leuprolide acetato, in quanto le 
vampate di calore cominciano a manifestarsi circa 20 giorni dopo la prima 
somministrazione di GnRH-a (107).  
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Entro tre settimane dall’ultima somministrazione di leuprolide acetato, le 
pazienti sono state sottoposte ad intervento chirurgico. 
22 donne in età premenopausale (gruppo non trattato) (età 40.6±3.8 
[SD]; parità 2.5±1.3 [SD]; BMI 24.9±5.1 [SD] Kg/m2) non hanno assunto 
GnRH-a e sono state direttamente sottoposte ad intervento chirurgico durante 
la fase follicolare del ciclo mestruale. Le caratteristiche istologiche ed 
immunoistochimiche dei leiomiomi ottenuti da tali pazienti sono state 
confrontate con quelle dei leiomiomi ottenuti dalle pazienti trattate. 
Nessuna delle pazienti incluse nello studio aveva effettuato terapie 
ormonali, aveva partorito o si era sottoposta ad interventi chirurgici sull’utero 
nell’anno precedente lo studio, né presentava neoplasie maligne. 
All’inizio dello studio, tutte le pazienti sono state sottoposte a visita 
ginecologica, ecografia transaddominale, esami ematologici di routine 
(compresi i livelli di emoglobina e di sideremia) e misurazione della densità 
minerale ossea (BMD). In tutti i casi, l’ecografia è stata effettuata dallo stesso 
operatore esperto utilizzando l’ecografo Toshiba PowerVision 8000 (Toshiba 
Medical Systems, Roma, Italia). Il volume uterino è stato calcolato misurando 
i tre diametri (D1, D2 e D3) e quindi applicando la formula dell’ellissoide 
(D1×D2×D3×4/3×0.53×π). La BMD del tratto vertebrale lombare (L2-L4) è 
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stata determinata con una scansione anteroposteriore utilizzando 
l’assorbimetria a raggi X a doppia energia (Dexa QDR 1000; Hologic, 
Waltham, MA). Il contenuto minerale osseo (g/cm) è stato diviso per lo 
spessore osseo (cm) ottenendo un indice (g/cm2) utilizzato per standardizzare i 
risultati ottenuti in relazione alle dimensioni ossee. I dati sono stati analizzati 
tutti dallo stesso operatore. 
I sintomi correlati alla presenza dei leiomiomi (menorragia, algie 
pelviche) sono stati valutati mediante una scala analogica visiva da 0 a 10. Le 
pazienti trattate hanno tenuto un diario quotidiano del numero di vampate di 
calore.  
I test clinici e di laboratorio sono stati ripetuti dopo la terapia medica. In 
ogni caso, sono stati effettuati in cieco rispetto al tipo di trattamento effettuato 
dalla paziente (GnRH-a oppure GnRH-a e tibolone).  
Le pazienti sono state quindi sottoposte a miomectomia o ad 
isterectomia. 
La colorazione immunoistochimica è stata effettuata su sezioni seriali di 
5 μm ciascuna ottenute da campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina 
di leiomiomi e, quando disponibile, di miometrio adiacente. I campioni di 
miometrio normale sono stati prelevati da tessuto miometriale distante almeno 
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0.5 cm dal mioma (nella maggior parte dei casi, la distanza era di 1 cm): 
questa procedura consente di escludere la pseudocapsula dei miomi da ogni 
campionamento di miometrio. 
Le sezioni sono state trattate con la tecnica di estrazione antigenica 
indotta dal calore mediante incubazione in forno a microonde a 650 W (tre 
passaggi sequenziali di quattro minuti ciascuno, in soluzione di citrato a 10 
mM - pH 6.0), per lo smascheramento dell’antigene, e poi incubate per venti 
minuti a temperatura ambiente con 0.3% di perossido di idrogeno in metanolo, 
per attenuare la perossidasi endogena. Per prevenire l’immunocolorazione 
aspecifica è stata eseguita un’ulteriore incubazione con siero di topo non 
immune (1:20, Dakopatts, Hamburg, Germania) diluito in PBS-albumina 
sierica bovina (1%) per 25 minuti. Dopo tre lavaggi con TRIS-soluzione 
salina, le sezioni sono state incubate per una notte a 4°C, in camera umida, con 
i seguenti anticorpi primari: anti-TGF-β3 (TGF-β3, policlonale, sc-82, Santa 
Cruz Biochemistry, 1:250) e anti-CTGF (CTGF, policlonale, sc-14939, Santa 
Cruz Biochemistry, 1:250).  
La valutazione dell’immunocolorazione è stata effettuata dopo 
incubazioni sequenziali di 20 minuti con anticorpi legati a biotina e 
streptavidina marcata con perossidasi (LSAB-HRP, Dako, Italia). Come 
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soluzione di substrato cromogeno è stata utilizzata la 3,3 diaminobenzidina 
(DAB, Laboratori Vector, Burlingame, CA) con lo 0.3% di H2O2. Dopo la 
colorazione nucleare con ematossilina, le sezioni sono state montate con 
mezzo sintetico (Entellan, Merck, Dermstad, Germania). 
I controlli positivi per l’espressione dei due anticorpi testati sono stati 
eseguiti su tessuto uterino normale per il TGF-β3 e su tessuto connettivo della 
fase iniziale della cicatrizzazione per il CTGF. I controlli negativi sono stati 
effettuati sugli stessi tessuti utilizzando un siero non specifico non immune 
invece degli anticorpi primari. 
La colorazione immunoistochimica è stata valutata separatamente da due 
osservatori, in cieco rispetto ai dati clinici delle pazienti.  
Sono stati selezionati in maniera casuale almeno 10 campi ad alto 
ingrandimento da aree rappresentative dei campioni di leiomiomi, cinque dalla 
periferia e cinque dalla regione centrale, e di miometrio. 
Per ciascun anticorpo utilizzato, sono state considerate positive soltanto 
le cellule con una ben definita colorazione marrone del citoplasma. 
L’espressione immunoistochimica è stata quantificata utilizzando un metodo 
semiquantitativo: per ciascun caso, il numero di fibrocellule muscolari lisce 
positive è stato espresso come percentuale di cellule colorate sul totale delle 
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cellule presenti nei 10 campi. Quindi, ciascun caso è stato assegnato ad una 
delle seguenti categorie arbitrariamente determinate: + (≤30% di cellule 
positive); ++ (>30-50%); +++ (>50-70%); ++++ (>70%). In ogni caso, la 
valutazione immunoistochimica è stata effettuata senza conoscere i dati clinici 
relativi alle pazienti.    
L’analisi statistica è stata effettuata utilizzando il test t di Student per 
paragonare le variabili parametriche ed il test U di Mann-Whitney per 
paragonare le variabili non parametriche. Il livello di significatività statistica è 
stato posto per valori di p<0.05. 
Per valutare il grado di accordo intra- ed interosservatori è stato calcolato 












Tutte le pazienti hanno completato lo studio.  
I livelli di emoglobina e sideremia sono significativamente aumentati 
dopo la terapia medica, senza differenze significative tra i due gruppi trattati 
(tabella 1).  
La BMD si è significativamente ridotta dopo terapia medica nel gruppo 
GnRH-a, rispetto ai valori di partenza (p<0.05). Nel gruppo GnRH-a e 
tibolone, non è stata osservata alcuna riduzione significativa dopo la terapia 
rispetto ai valori di partenza (tabella 1).  
Il volume uterino si è significativamente ridotto dopo terapia medica 
(p<0.05), senza differenze significative tra i due gruppi trattati (tabella 1). 
Abbiamo osservato una riduzione del volume uterino del 56.6% nel gruppo 
GnRH-a e del 55.4% nel gruppo GnRH-a e tibolone. Due pazienti del gruppo 
GnRH-a ed una del gruppo GnRH-a e tibolone hanno mostrato un decremento 
del volume uterino inferiore al 10%. Queste pazienti sono state definite “non 
responders”. 
I sintomi correlati alla presenza dei leiomiomi, espressi come media dei 
punteggi della scala visiva per ciascun sintomo ± deviazione standard, sono 
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risultati simili in entrambi i gruppi all’inizio dello studio. Nessuna delle 





Tabella 1. Volume uterino, parametri ematochimici, menorragia e dolore pelvico prima e dopo 
terapia medica (media ± DS) 
Gruppo non 
trattato Gruppo GnRH-a Gruppo GnRH-a e tibolone Caratteristiche 
 Prima della terapia Dopo la terapia p Prima della terapia Dopo la terapia p 
Volume uterino (cm3) 803.2±198.2 828.9±172.5 469.1±127.9 <.05 799.3±180.1 443.1±131.5 <.05 
BMD (g/cm2) - 1.042±0.039 1.008±0.048 <.05 1.038±0.035 1.033±0.029 NS 
Emoglobinemia (g/dL) 9.1±1.8 9.8±1.5 12.5±1.8 <.05 9.3±1.9 12.1±1.6 <.05 
Sideremia (μg/dL) 42.8±7.1 39.7±7.4 78.5±5.2 <.05 41.7±6.9 80.1±4.7 <.05 
Menorragia* 8.1±0.9 7.8±1.1 - - 7.3±1.4 - - 
Dolore pelvico* 4.7±1.5 4.9±1.3 - - 5.1±1.1 - - 
NS = non significativo 
* Calcolato utilizzando una scala analogica visiva da 0 a 10 
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Il numero di vampate di calore è aumentato dopo il primo mese di terapia 
nelle pazienti del gruppo GnRH-a. Nel gruppo GnRH-a e tibolone, invece, il 
numero medio di vampate di calore è rimasto relativamente costante a partire 
dal secondo mese ed è risultato significativamente più basso rispetto al gruppo 
GnRH-a (figura 1).  
Tra le pazienti non trattate, 8 sono state sottoposte a laparoisterectomia 
totale, 1 ad isterectomia laparoscopica, 10 a miomectomia laparotomica e 3 a 
miomectomia laparoscopica. Delle pazienti trattate con GnRH-a, 3 sono state 
sottoposte a laparoisterectomia totale, 3 ad isterectomia laparoscopica, 10 a 
miomectomia laparotomica e 7 a miomectomia laparoscopica. Nel gruppo 
GnRH-a e tibolone, 3 pazienti sono state sottoposte a laparoisterectomia totale, 
1 ad isterectomia laparoscopica, 12 a miomectomia laparotomica e 6 a 
miomectomia laparoscopica. 
I campioni di miometrio sono stati ottenuti dalle pazienti 
isterectomizzate: 9 pazienti non trattate, 6 trattate con GnRH-a e 4 trattate con 
GnRH-a e tibolone. 
I leiomiomi ottenuti durante l’intervento chirurgico erano costituiti da 
fasci incrociati di cellule muscolari lisce con un contenuto variabile di 
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fibroblasti e vasi sanguigni, con aree sparse di ialinizzazione, definite come 



















Figura 1. Numero medio mensile di vampate di calore nelle pazienti 





















































Nelle lesioni non trattate, l’analisi immunoistochimica ha rivelato una 
positività per l’espressione di TGF-β3 (fig. 2a, 2b) e CTGF (fig. 3a, 3b) sia 
nelle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi che nelle cellule endoteliali, 
ma anche a livello del miometrio normale. Le fibrocellule muscolari dei 
leiomiomi mostravano una forte immunopositività per entrambi i fattori di 
crescita studiati, con valori compresi tra le categorie +++ e ++++ dello score 
semiquantitativo (tabella 2). Non sono state osservate differenze significative 
relativamente alla provenienza del campione (periferia o centro), ma le cellule 
positive per CTGF erano prevalentemente localizzate nelle regioni 
perivascolari, mentre l’immunopositività per il TGF- β3 era più diffusa, anche 
lontano dai vasi sanguigni. Nel miometrio normale, è stata osservata una 
immunocolorazione quasi uniforme per entrambi gli anticorpi (fino al 50% 
delle fibrocellule muscolari), senza particolari restrizioni topografiche (es. 
nessun rinforzo del segnale nelle regioni perivascolari) e sempre con una bassa 
intensità di segnale. L’immunopositività per entrambi gli anticorpi è stata 
osservata anche nelle cellule endoteliali.  
Le fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi trattati hanno mostrato 
una immunopositività significativamente inferiore (p<0.05) sia per il TGF- β3 
(fig. 2c, 2d) che per il CTGF (fig. 3c, 3d) rispetto alle lesioni non trattate, con 
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valori corrispondenti alle categorie + e ++ dello score semiquantitativo 
(tabella 2).  
Non sono state osservate differenze significative tra i miomi trattati con 
GnRH-a e quelli trattati con GnRH-a e tibolone (tabella 2). 
Abbiamo osservato una riduzione sia nel numero di cellule colorate che 
nell’intensità di colorazione. Non abbiamo rilevato differenze nel confronto tra 
la porzione centrale e quella periferica delle lesioni. L’immunopositività delle 
fibrocellule muscolari lisce e delle cellule endoteliali miometriali, è risultata 
simile a quanto osservato nei casi non trattati. 
I risultati dell’immunoistochimica sui campioni ottenuti da pazienti non 
responders sono simili a quelli osservati nelle pazienti non trattate. Le 
fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi e del miometrio hanno mostrato una 
forte immunopositività, con uno score semiquantitativo di +++, sia per 
l’espressione di TGF-β3 che per quella di CTGF. Le cellule endoteliali sono 
risultate positive per entrambi gli anticorpi.  
Il coefficiente k per la valutazione di tutti gli anticorpi testati nello 
studio è risultato 0.9 per l’accordo intraosservatore (accordo eccellente) e 0.85 
per l’accordo interosservatori (accordo eccellente). 
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Figura 2.  
a) Un caso di leiomioma non trattato, con ben definita immunopositività 
per anti-TGF-β3 in >25% delle cellule muscolari (LSAB, ×106). b) Lo 
stesso caso, a maggiore ingrandimento (LSAB, ×250). c) Un caso di 
leiomioma trattato, con bassa e focale immunopositività delle 
fibrocellule muscolari per anti-TGF-β3 (LSAB, ×106). d) Lo stesso caso, 













Figura 3.  
a) Un caso di leiomioma non trattato, con ben definita 
immunopositività per anti-CTGF in >25% delle cellule muscolari 
(LSAB, ×106). b) Lo stesso caso, a maggiore ingrandimento (LSAB, 
×250). c) Un caso di leiomioma trattato, con bassa e focale 
immunopositività delle fibrocellule muscolari per anti-CTGF (LSAB, 




Tabella 2. Range dello score semiquantitativo per l’immunoespressione di TGF-β3 e CTGF nel 
miometrio e nelle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi ottenuti da pazienti non trattate e da 
pazienti trattate con GnRH-a e GnRH-a più tibolone. 
 
Gruppo non trattato Gruppo GnRH-a Gruppo GnRH-a e tibolone 
Growth 
Factors 
Miometrio Centro del mioma 
Periferia 









TGF-β3 +/++ +++ +++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ 







Discussione e conclusioni 
 
I dati riportati in questo braccio dello studio, confermano l’efficacia 
della terapia prechirurgica con GnRH-a nel controllo dei sintomi legati alla 
presenza dei miomi e dell’anemia e nel determinare una significativa 
riduzione delle dimensioni dell’utero. L’associazione del tibolone non ha 
modificato gli effetti terapeutici dei GnRH-a sui parametri ematochimici e 
sul volume uterino, ma ha determinato un significativo miglioramento dei 
sintomi simil-menopausali e non ha alterato la BMD, in accordo con altri 
dati della letteratura (107). 
Si ritiene che l’azione dei GnRH-a sui leiomiomi uterine si 
estrinsechi attraverso una down-regulation della sintesi degli steroidi 
ovarici e modifiche della proliferazione cellulare, dell’apoptosi e 
dell’espressione di numerosi fattori di crescita nelle fibrocellule dei 
leiomiomi e del miometrio (92). Queste modifiche sono mediate dalle stato 
ipoestrogenico indotto dalla somministrazione di GnRH-a, ma nel 
miometrio e nei leiomiomi sono anche stati descritti recettori per il GnRH a 
bassa affinità ed alta capacità (108), che hanno indotto alcuni Autori ad 
ipotizzare un ruolo diretto dei GnRH-a (92,94). Tuttavia, le dosi di GnRH-a 
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necessarie per ottenere alcuni effetti (es. l’effetto antiproliferativo) in vitro 
superano i livelli sierici necessari per sopprimere la funzione ovarica, 
probabilmente a causa della bassa affinità ed elevata capacità dei siti di 
legame per il GnRH (109). Inoltre, la cascata di segnali intracellulari alla 
base dell’azione diretta dei GnRH-a non è ancora ben conosciuta.  
TGF-β svolge un ruolo chiave nella regolazione della migrazione 
cellualre, della crescita e del differenziamento e nel turnover della ECM in 
numerose lesioni caratterizzate da una prevalente componente connettivale 
fibrosa.  
Il TGF-β3 è l’isoforma dominante nelle fibrocellule muscolari lisce 
(90). Rispetto al miometrio sano circostante, i leiomiomi presentano una 
iperespressione di TGF-β3 (110). 
Una ridotta espressione di TGF-β nelle fibrocellule muscolari lisce 
del miometrio e dei leiomiomi è stata descritta in vitro come effetto dei 
GnRH-a (92). La riduzione del volume dei miomi uterini indotta dai 
GnRH-a è associata, in vivo, alla down regulation dell’espressione del 
TGF-β e dei suoi recettori (94). 
Il presente studio conferma, in pazienti non trattate, un’espressione 
di TGF-β3 più elevata nei leiomiomi che nel miometrio circostante. Dopo 
 53
terapia con GnRH-a o con GnRH-a e tibolone, invece, oltre ad una 
riduzione del volume uterino, abbiamo riscontrato un’espressione di TGF-
β3 inalterata nel miometrio e più bassa nei leiomiomi rispetto ai casi non 
trattati. Queste osservazioni confermano che il TGF-β3 può svolgere un 
ruolo nella progressione dei miomi. 
Nei leiomiomi uterini, il progesterone induce una up-regulation 
dell’espressione di TGF-β3, che a sua volta determina una riduzione 
nell’attività delle metalloproteinasi di matrice (MMPs), gli enzimi chiave 
nella degradazione della ECM, con conseguente incremento della 
produzione di ECM (91). La terapia con GnRH-a sembra determinare una 
significativa riduzione degli inibitori tissutali delle metalloproteinasi 
(TIMPs) ed un incremento di mRNA per le MMP nei leiomiomi trattati 
rispetto ai non trattati (93). Pertanto, una down-regulation della sintesi di 
TGF-β3 indotta dai GnRH-a, con conseguente decremento nella produzione 
di ECM e riduzione della proliferazione della proliferazione delle 
fibrocellule muscolari lisce, potrebbe essere tra i meccanismi implicati nella 
riduzione del volume uterino dopo terapia con GnRH-a. Una ridotta 
risposta tissutale e recettoriale ai GnRH-a potrebbe influenzare questa 
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down-regulation e fornire una possibile spiegazione alla scarsa riduzione 
del volume uterino osservata nelle pazienti non-responders. 
Per la prima volta in letteratura, presentiamo dati relativi all’effetto 
della terapia add-back con tibolone sull’espressione di TGF-β3 nel 
miometrio e nei  leiomiomi: non abbiamo osservato alcuna differenza 
significativa rispetto ai campioni ottenuti da pazienti trattate soltanto con 
GnRH-a. Questa potrebbe rappresentare un’ulteriore evidenza della 
sicurezza della somministrazione del tibolone come agente add-back in 
associazione ai GnRH-a, anche se i nostri dati dovrebbero essere 
confermati da studi condotti su leiomiomi trattati soltanto con tibolone. 
Il CTGF, che subisce una up-regulation da parte del TGF-β ed agisce 
sulle cellule endoteliali, i fibroblasti e le fibrocellule muscolari lisce, è in 
grado di stimolare la mitosi, la proliferazione cellulare e la produzione di 
ECM (98,99,111). Uzumcu et al (105) hanno dimostrato una 
immunoreattività per CTGF soltanto nelle cellule endoteliali dei leiomiomi 
uterini. Inoltre, è stata anche descritta una ridotta espressione del gene per il 
CTGF nei leiomiomi rispetto al miometrio (106). 
In contrasto con quanto riportato dai suddetti Autori, abbiamo 
riscontrato una forte immunopositività per il CTGF sia nelle cellule 
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endoteliali che nelle fibrocellule muscolari lisce del miometrio e dei 
leiomiomi. Inoltre, nelle pazienti non trattate, l’espressione del CTGF nelle 
fibrocellule muscolari lisce è risultata più bassa nel miometrio che nei 
leiomiomi.  
Per quanto riguarda le pazienti trattate, per la prima volta abbiamo 
studiato gli effetti della terapia medica prechirurgica sull’espressione 
immunoistochimica del CTGF nel miometrio e nei leiomiomi. 
L’immunopositività del miometrio è risultata immodificata, mentre i 
leiomiomi hanno mostrato un numero significativamente ridotto di 
fibrocellule muscolari lisce positive, con debole immunocolorazione. 
Questo pattern, complessivamente simile a quello osservato per 
l’espressione di TGF-β3, potrebbe essere dovuto, almeno in parte, alla 
regolazione dell’attività del CTGF da parte del TGF-β3, come già osservato 
in altri tipi di tessuti (96). 
Il CTGF potrebbe svolgere un ruolo dell’accrescimento dei 
leiomiomi uterini, probabilmente regolando la proliferazione cellulare e la 
produzione di ECM. Uzumcu et al (105), sulla base dell’immunoreattività 
delle cellule endoteliali dei leiomiomi per il CTGF, ha ipotizzato che il 
CTGF possa agire attraverso un pathway angiogenico per stimolare la 
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crescita e lo sviluppo dei leiomiomi. Nel nostro studio, abbiamo trovato una 
forte immunopositività per TGF-β3 e CTGF nelle cellule endoteliali 
vascolari, sia nei leiomiomi trattati che in quelli non trattati. Questo pattern, 
già osservato per altri fattori di crescita (40), potrebbe confermare l’ipotesi 
proposta da Uzumcu. Inoltre, noi ipotizziamo che questo dato potrebbe 
rappresentare una riserva di TGF-β3 e CTGF, che potrebbe contribuire alla 
rapida ricrescita dei leiomiomi che si osserva al termine della terapia 
medica. 
I nostri risultati relativi all’immunoespressione di CTGF nel 
miometrio e nei leiomiomi dopo trattamento con GnRH-a e tibolone, 
suggeriscono che il tibolone non influenza la riduzione dell’espressione di 
CTGF osservata dopo somministrazione di GnRH-a. Il mancato effetto del 
tibolone sull’espressione dei growth factors coinvolti nel turnover della 
ECM, se confermato da studi condotti su pazienti trattate soltanto con 
tibolone, potrebbe dare almeno una parziale spiegazione del fatto che il 
tibolone non interferisce con la riduzione di volume uterino osservata 
durante la terapia con GnRH-a. 
In conclusione, questo braccio dello studio focalizza gli effetti dei 
GnRH-a e del tibolone sull’espressione di TGF-β3 e CTGF nei leiomiomi 
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uterini e nel miometrio e supporta l’ipotesi di un ruolo patogenetico di 
questi fattori di crescita nella fibromatosi uterina. 
Anche se saranno necessari ulteriori studi, i nostri risultati possono 
contribuire a migliorare la conoscenza dell’esatto meccanismo con cui i 
fattori di crescita promuovono i leiomiomi uterini nonché allo sviluppo di 
nuove terapie, come l’inibizione specifica dell’attività dei fattori di crescita, 
allo scopo di mettere a punto trattamenti medici più specifici per la più 
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La pseudocapsula dei leiomiomi uterini dopo 
terapia prechirurgica con agonisti del GnRH: 
relazione tra aspetti clinici e modifiche 
immunoistochimiche. 
 
In pazienti accuratamente selezionate, con fibromatosi uterina 
sintomatica, la somministrazione pre-operatoria dei GnRH-a è utile per 
ottenere il compenso  dell’anemia sideropenica dovuta alla meno-metrorragia, 
per ridurre la perdita ematica intraoperatoria e la durata dell’intervento 
chirurgico e per consentire una chirurgia più conservativa e meno invasiva (3).  
Un problema frequentemente riscontrato nella pratica clinica, ma su cui 
si è poco ricercato, è la difficoltà nell’individuare il corretto piano di clivaggio 
e, quindi, nell’enucleare i leiomiomi, in pazienti pre-trattate con GnRH-a.  
Tradizionalmente, i leiomiomi uterini sono definiti come neoformazioni 
benigne ben capsulate. In realtà, essi sono circondati soltanto da una 
pseudocapsula, derivante dalla particolare distribuzione che i fasci di 
fibrocellule muscolari lisce della porzione periferica del leiomioma e del 
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miometrio immediatamente circostante assumono per effetto della pressione 
esercitata dal nucleo più interno (112). 
Durante lo sviluppo dei leiomiomi, inoltre, l’intensa angiogenesi alla 
periferia della lesione determina la formazione di una “capsula vascolare”, che 
garantisce l’apporto ematico necessario alla crescita del mioma (113).  
La pseudocapsula rappresenta il piano di clivaggio tra mioma e 
miometrio che deve essere individuato per l’enucleazione della lesione in 
corso di intervento chirurgico. 
Gli effetti clinici, chirurgici ed istochimici della terapia pre-operatoria 
con GnRH-a sono documentati in letteratura (3,40,42,44,45,46,74,114,115), 
ma non sono pubblicati studi sulla possibile relazione tra i suddetti effetti e 
specifiche modifiche della pseudocapsula dei leiomiomi. 
Il primo obiettivo di questo braccio dello studio è valutare gli effetti della 
terapia pre-chirurgica a breve termine della fibromatosi uterina con GnRH-a 
sulla durata e sul grado di difficoltà dell’intervento chirurgico e sulla perdita 
ematica intraoperatoria. 
In secondo luogo, sarà effettuata una valutazione istologica della 
pseudocapsula, confrontando lesioni trattate e non trattate con GnRH-a, allo 
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scopo di individuare un corrispettivo microscopico delle ripercussioni 
chirurgiche della terapia. 
Infine, si valuteranno gli effetti del trattamento pre-chirurgico con 
GnRH-a sulla proliferazione cellulare e sulla vascolarizzazione della 
pseudocapsula dei leiomiomi, speculando sulla possibile influenza esercitata 
da tali modifiche sul piano di clivaggio, la durata dell’intervento chirurgico e 














Materiali e metodi 
 
Lo studio è stato effettuato presso il Dipartimento di Scienze Ostetrico-
Ginecologiche Urologiche e Medicina della Riproduzione dell’Università 
degli Studi di Napoli “Federico II”, su 33 pazienti in età premenopausale con 
singolo mioma uterino intramurale sintomatico.  
Le pazienti (età 37.3±3.3 [SD]; parità 2.3±1.1 [SD]; BMI 24.1±4.9 [SD] 
Kg/m2; diametro medio del mioma 7.64±0.7 [SD] cm) (gruppo GnRH-a) sono 
state trattate con un’iniezione sottocutanea mensile di triptorelina depot 3.75 
mg, iniziando entro i primi 7 giorni del ciclo mestruale. Entro tre settimane dal 
termine della terapia, le pazienti sono state sottoposte a miomectomia. 
29 donne in età premenopausale (gruppo non trattato) (età 37.5±3.1 
[SD]; parità 2.4±1.1 [SD]; BMI 25.4±4.8 [SD] Kg/m2; diametro medio del 
mioma 7.58±0.8 [SD] cm) non hanno assunto GnRH-a e sono state 
direttamente sottoposte ad intervento chirurgico durante la fase follicolare del 
ciclo mestruale.  
Tutte le pazienti hanno sottoscritto un consenso informato al momento 
dell’arruolamento nello studio. 
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Nessuna delle pazienti incluse nello studio aveva effettuato terapie 
ormonali o aveva partorito nell’anno precedente lo studio, né presentava 
neoplasie maligne. Altri criteri di esclusione erano un pregresso intervento di 
chirurgia pelvica, la presenza di malformazioni uterine, patologie 
infiammatorie pelviche attuali o pregresse, alterazioni della coagulazione, 
condizioni generali non stabili. 
All’inizio dello studio e al termine della terapia medica pre-chirurgica, le 
pazienti sono state sottoposte a visita ginecologica, ad ecografia 
transaddominale per calcolare le dimensioni del mioma, e agli esami 
ematologici di routine. 
Tutte le pazienti sono state sottoposte a miomectomia laparotomica. Gli 
interventi chirurgici sono stati effettuati sempre dalla stessa equipe di 
ginecologi con documentata esperienza in chirurgia ginecologica 
laparotomica. L’apertura dell’addome è stata effettuata con un’incisione 
secondo Pfannenstiel. L’isterotomia è stata effettuata in corrispondenza della 
porzione più prominente del mioma. L’enucleazione del mioma è stata 
effettuata lungo il piano di clivaggio tra il mioma ed il miometrio circostante. 
L’isterotomia è stata suturata in uno o due strati di punti staccati riassorbibili 
(Vicryl; Ethicon, Somerville, NJ). Non sono stati utilizzati farmaci 
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vasocostrittori. I chirurghi non erano al corrente dell’eventuale pre-trattamento 
delle pazienti con GnRH-a.  
Per ciascuna paziente abbiamo valutato il diametro del mioma, la durata 
totale dell’intervento chirurgico (dall’incisione della cute al completamento 
della chiusura della parete addominale) e la perdita ematica intraoperatoria. 
Quest’ultima è stata calcolata pesando le garze utilizzate ed aggiungendo al 
volume di sangue stimato la quantità raccolta con l’aspirazione. Il volume di 
soluzione di Ringer lattato utilizzato per l’irrigazione della pelvi è stato 
accuratamente valutato e sottratto dal volume di fluido raccolto nell’aspiratore. 
Non è stata considerata, ai fini della valutazione dell’emorragia 
intraoperatoria, la quantità di sangue persa durante l’apertura della parete 
addominale. 
Al termine di ogni intervento, i chirurghi hanno dichiarato se era stato 
difficile individuare il piano di clivaggio tra il leiomioma ed il miometrio 
circostante.  
In aggiunta alle pazienti arruolate nello studio, abbiamo considerato 
campioni paraffinati ottenuti in maniera retrospettiva da 20 pazienti in età 
premenopausale (10 trattate con GnRH-a e 10 non trattate) sottoposte ad 
isterectomia per fibromatosi uterina. Queste pazienti sono state randomizzate 
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dal database del nostro Istituto di Anatomia Patologica, allo scopo di valutare 
le caratteristiche del confine tra mioma e miometrio utilizzando la colorazione 
ematossilina-eosina. 
Da ciascun leiomioma asportato sono stati ottenuti tre blocchi inclusi in 
paraffina e da ognuno di essi sono state tagliate sezioni seriali dello spessore 
di 4 μm. Una sezione è stata colorata con ematossilina ed eosina ed esaminata 
per confermare la diagnosi originaria, escludendo le aree di necrosi.   
Le sezioni ottenute dai leiomiomi sono state trattate con la tecnica di 
estrazione antigenica indotta dal calore mediante incubazione in forno a 
microonde a 650 W (tre passaggi sequenziali di quattro minuti ciascuno, in 
soluzione di citrato a 10 mM - pH 6.0), per lo smascheramento dell’antigene, e 
poi incubate per venti minuti a temperatura ambiente con 0.3% di perossido di 
idrogeno in metanolo, per attenuare la perossidasi endogena. 
Per prevenire l’immunocolorazione aspecifica è stata eseguita 
un’ulteriore incubazione con siero di topo non immune (1:20, Dakopatts, 
Hamburg, Germania) diluito in PBS-albumina sierica bovina (1%) per 25 
minuti. Dopo tre lavaggi con TRIS-soluzione salina, è stata effettuata una 
immunocolorazione con un anticorpo primario anti-PCNA (PC10, 
monoclonale, 1:200, DBA) per studiare l’espressione dell’antigene PCNA. Per 
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quanto riguarda la valutazione vascolare, è stata effettuata una 
immunocolorazione per il CD34, marker pan-endoteliale, utilizzando un 
anticorpo primario anti-CD34 (QBEnd 10 monoclonale di topo, 1:200; Dako). 
Le sezioni sono state incubate per una notte a 4°C, in camera umida. 
Dopo l’incubazione ed il lavaggio, le sezioni sono state incubate con 
anticorpi legati a biotina e streptavidina marcata con perossidasi (LSAB-HRP, 
Dako, Italia). Come soluzione di substrato cromogeno è stata utilizzata la 3,3 
diaminobenzidina (DAB, Laboratori Vector, Burlingame, CA) con lo 0.3% di 
H2O2. Dopo la colorazione nucleare con ematossilina, le sezioni sono state 
montate con mezzo sintetico (Entellan, Merck, Dermstad, Germania). 
L’espressione di PCNA è stata valutata osservando la colorazione 
nucleare delle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi. Soltanto le cellule 
con evidente colorazione sono state ritenute positive. L’espressione di PCNA 
è stata quindi definite utilizzando uno score semi-quantitativo: + (< 5% di 
cellule colorate), ++ (5-10% di cellule colorate), +++ (>10% di cellule 
colorate). 
L’espressione di CD34 è stata valutata come colorazione citoplasmatica 
delle cellule endoteliali vascolari ed indicata come positiva o negativa. Il 
numero di vasi positivi per CD34, includendo anche i vasi mono-endotelizzati, 
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è stato determinato in almeno cinque diversi campi di aree rappresentative, ad 
ingrandimento 100× (0.25 × 0.35 mm). 
Le sezioni sono state analizzate e l’immunocolorazione valutata senza 
che gli anatomo-patologi conoscessero i dati clinici delle pazienti.  
Il test t di Student è stato utilizzato per lo studio delle variabili 
















In accordo con valutazioni già pubblicate, le pazienti trattate hanno 
mostrato un significativo miglioramento dei parametri ematochimici ed una 
riduzione significativa del volume dei miomi dopo la terapia medica 
prechirurgica (tabella 3).  
Il diametro medio dei miomi rimossi è risultato 6.06±0.80 [SD] cm 
nel gruppo GnRH-a.  
I chirurghi hanno dichiarato che il paino di clivaggio tra i leiomiomi 
ed il miometrio circostante era chiaramente identificabile in 25 (86.2%) 
pazienti non trattate e in 14 (42.4%) pazienti trattate con GnRH-a.  
Tuttavia, non è stata riscontrata alcuna differenza significativa nella 
durata dell’intervento chirurgico tra i due gruppi (gruppo non trattato: 
60.93±22.01 [SD] minuti, range 35-100 min; gruppo GnRH-a: 68.82±17.78 
[SD] min, range 40-110 min). 
Nel gruppo non trattato, la perdita ematica intraoperatoria media è 
risultata di 213.79±139.47 [DS] ml (range 30-550 ml). Essa è risultata 
significativamente più alta rispetto al gruppo GnRH-a (142.35±97.73 [DS] 
ml, range 20-350 ml).  
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La colorazione con ematossilina-eosina dei campioni selezionati in 
maniera retrospettiva ha mostrato, in uteri di pazienti non trattate, un 
confine ben distinto tra il mioma ed il miometrio circostante. Questo 
confine appare meno definito ed evidente dopo trattamento prechirurgico 
con GnRH-a (figura 4). 
In tutti i leiomiomi non trattati è stata osservata una 
immunopositività per PCNA variabile tra ++ e +++, senza differenze legate 
alla topografia (pseudocapsula o centro della lesione) (figura 5a). Nei casi 
trattati, l’espressione di PCNA è risultata inferiore rispetto ai miomi non 
trattati, con una immunopositività variabile tra + e ++ alla periferia dei 
leiomiomi (figura 5b). 
Nei leiomiomi non trattati, l’immunocolorazione per CD34 ha 
mostrato una evidente vascolarizzazione, costituita da vasi sanguigni con 
numerose anastomosi, soprattutto nella regione pseudocapsulare (numero 
medio di vasi sanguigni: 51.28±6.67 [DS] (range 40-60) (figura 5c). Nella 
stessa regione, i leiomiomi trattati hanno mostrato una significativa 
riduzione della vascolarizzazione (numero medio di vasi sanguigni: 
40.41±5.66 [DS] (range 30-48) (figura 5d), con decremento del numero e 
della taglia dei vasi sanguigni.  
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Tabella 3. Diametro del leiomioma e parametri ematologici prima e 
dopo la terapia pre-chirurgica. 
 
Gruppo GnRH-a 





Diametro medio del 
leiomioma (cm) 7.58±0.8 7.64±0.7 6.06±0.80 <0.05 
Emoglobinemia 
(g/dL) 9.7±1.5 9.9±1.3 12.2±1.6 <0.05 












Figura 4. La pseudocapsula del leiomioma in un utero non trattato (a) ed 
in uno trattato con GnRH-a (b): si nota un confine indistinto tra il 











Figura 5. a) Percentuale moderata-alta di cellule positive per PCNA in 
un mioma non trattato (×250); b) Espressione di PCNA moderata-bassa 
in un mioma trattato con GnRH-a (×250); c) Elevata densità di vasi 
CD34 positivi con numerose anastomosi alla periferia di un mioma non 
trattato (×106); d) Evidente riduzione del diametro e della densità dei 














Discussione e conclusioni 
 
I leiomiomi uterini sono circondati da una pseudocapsula formata da una 
particolare distribuzione dei fasci periferici di fibrocellule muscolari lisce 
(112). Inoltre, con l’uso della microscopia elettronica, è stata descritta anche 
una capsula vascolare, formata da vasi più grandi, che attraversano la capsula 
provenendo dalla periferia della lesione, e da un’alta densità di capillari (113).   
Frequentemente, i chirurghi osservano che il trattamento pre-chirurgico 
con i GnRH-a rende meno distinto il piano di clivaggio tra il leiomioma e la 
sua pseudocapsula, complicando tecnicamente la miomectomia.  
Alcuni Autori (116, 117, 118) ritengono che l’utilizzo pre-chirurgico dei 
GnRH-a renda più difficile l’identificazione e la dissezione del piano di 
clivaggio tra il leiomioma e la pseudocapsula, sia nella miomectomia 
laparotomica che in quella laparoscopica.  
Questa conclusione è in contrasto con quanto riportato da Vercellini et al 
(115), che non supportano la convinzione che la somministrazione pre-
chirurgica dei GnRH-a renda la miomectomia tecnicamente più difficile o 
riduca la perdita ematica intraoperatoria. 
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Per la prima volta in letteratura, abbiamo valutato se il riscontro di un 
piano di clivaggio meno distinto tra il mioma ed il miometrio potesse essere 
messo in relazione con alcune modifiche morfologiche ed 
immunoistochimiche della pseudocapsula dopo somministrazione di GnRH-a. 
Tutte le pazienti incluse nello studio sono state sottoposte a 
miomectomia laparotomica, sia per la sede e le dimensioni del mioma (lesioni 
intramurali, con diametro medio di circa 6 cm) che per la specifica esperienza 
dell’equipe chirurgica.  
Secondo quanto riportato nel nostro studio, il piano di clivaggio tra il 
mioma ed il miometrio circostante non era chiaramente identificabile nella 
maggior parte delle pazienti pre-trattate, ma questo non ha rappresentato una 
difficoltà aggiuntiva per i chirurghi. Infatti, non abbiamo osservato un 
incremento significativo nella durata complessiva dell’intervento chirurgico ed 
abbiamo dimostrato una riduzione significativa della perdita ematica 
intraoperatoria. Probabilmente, anche l’esperienza e l’affiatamento dell’equipe 
chirurgica hanno influenzato questi risultati. 
Inoltre, abbiamo anche valutato la possibile relazione tra queste 
osservazioni cliniche e chirurgiche e le caratteristiche istologiche ed 
immunoistochimiche della pseudocapsula dei leiomiomi. 
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Lo studio istologico della pseudocapsula dei leiomiomi ha mostrato un 
confine poco distinto tra il mioma ed il miometrio nei casi pre-trattati. Questa 
potrebbe essere una possibile spiegazione del fatto che, nella maggior parte 
delle pazienti pre-trattate, i chirurghi non hanno immediatamente identificato 
il corretto piano di clivaggio tra leiomioma e miometrio. 
I dati della letteratura relativi agli effetti del trattamento con GnRH-a 
sulla proliferazione delle fibrocellule muscolari lisce dei leiomiomi uterini non 
sono univoci. L’esame istologico di routine dei leiomiomi non ha evidenziato 
modifiche nella proliferazione cellulare (76). D’altra parte, alcuni Autori 
hanno riportato una ridotta espressione degli antigeni Ki67 e/o PCNA (39,41), 
altri hanno dimostrato un significativo incremento nell’espressione di PCNA e 
di Ki67 dopo terapia con GnRH-a (77). In uno studio precedente (119), 
abbiamo riportato una riduzione dell’espressione di PCNA dopo terapia con 
GnRH-a, che però non raggiungeva il livello di significatività statistica 
rispetto ai leiomiomi non trattati. In questo studio, invece, abbiamo riscontrato 
una significativa riduzione nell’espressione di PCNA nelle aree periferiche dei 
leiomiomi. Ma, rispetto allo studio precedentemente citato, abbiamo 
considerato l’espressione di PCNA soltanto nella zona della pseudocapsula, 
non nell’intero mioma. 
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Un ridotto trofismo tissutale dovuto alla ridotta proliferazione cellulare 
nella regione periferica dei leiomiomi pre-trattati, potrebbe fornire una 
spiegazione almeno parziale per la perdita del piano di clivaggio tra il 
leiomioma ed il miometrio circostante.  
Per quanto riguarda la vascolarizzazione dei leiomiomi, è stata riportata 
in letteratura una ridotta espressione di CD34 dopo somministrazione di 
GnRH-a (40,42). Nel presente studio, sottolineiamo come questa ridotta 
espressione sia più evidente nella pseudocapsula del mioma. Questa 
osservazione, insieme alla ridotta proliferazione cellulare, potrebbe spiegare la 
riduzione del piano di clivaggio tra il leiomioma ed il miometrio. Inoltre, la 
ridotta vascolarizzazione potrebbe contribuire a spiegare la riduzione della 
perdita ematica intraoperatoria osservata durante le miomectomie effettuate 
dopo pre-trattamento farmacologico. 
In conclusione, questo braccio dello studio propone una relazione tra 
alcune osservazioni cliniche e chirurgiche e le modifiche immunoistochimiche 
della pseudocapsula dei leiomiomi uterini dopo trattamento pre-chirurgico con 
GnRH-a. L’osservazione di una ridotta proliferazione cellulare e di un 
diminuita vascolarizzazione della pseudocapsula potrebbe spiegare, almeno in 
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parte, il riscontro di un piano di clivaggio meno evidente tra il mioma ed il 
miometrio durante la miomectomia e la ridotta perdita ematica intraoperatoria.  
Inoltre, i dati ottenuti supportano l’uso dei GnRH-a in casi ben 
selezionati, sottolineando come le modifiche del piano di clivaggio non 
comportino un significativo incremento della difficoltà chirurgica e della 
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Leiomyoma pseudocapsule after pre-surgical treatment with gonadotropin-releasing hormone 
agonists: relationship between clinical features and immunohistochemical changes. 
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Abstract 
Objective: To evaluate if pre-operative GnRH-a modify uterine leiomyoma pseudocapsule and the 
possible clinical effects of these changes. 
Study design: The study was performed at the University Federico II of Naples on 33 premenopausal 
patients submitted to laparotomic myomectomy after treatment with triptorelin depot. 29 untreated 
patients formed the control group. The operating time, the intraoperative bleeding and the prompt 
identification of the cleavage plan between myoma and myometrium were evaluated. The 
pseudocapsule features and the immunoexpression of PCNA and CD34 in this area were studied. 
Results: Treated patients showed lower blood loss and not clearly identifiable cleavage plan, but 
without any significant increase in the operating time. Treated lesions showed less evident border 
between myoma and myometrium and lower PCNA and CD34 pseudocapsule immunoexpression than 
untreated ones. 
Conclusion: We propose the changes of leiomyoma pseudocapsule as partial explanations of the 
reported clinical and surgical findings after pre-operative GnRH-a.   
 
Key words: cleavage plan; GnRH-a therapy; intraoperative blood loss; leiomyoma pseudocapsule; 
myomectomy. 
Introduction 
Uterine leiomyomas occur in about 25% of women over the age of 35 years and represent the most 
common cause of uterine surgery in premenopausal patients (1).  
 96
Leiomyoma growth and maintenance are stimulated by sex steroid hormones (2). Since 1980s, 
gonadotropin releasing hormone agonists (GnRH-a) have been used for the treatment of uterine 
leiomyomas. They reversibly suppress pituitary ovarian function, thus inducing a state of hypo-
estrogenism that allows a temporary control of bleeding and a reduction in uterine and leiomyoma 
size. GnRH-a are beneficial in the correction of pre-operative iron deficiency anemia, reduce 
intraoperative blood loss and operating time and allow more conservative surgical interventions (1).  
Leiomyomas regain their original size within a few weeks after the end of medical therapy. This fact, 
together with the menopausal symptoms induced by the low estradiol levels, justify the prevalent use 
of GnRH-a as a pre-operative treatment in premenopausal women.   
A problem frequently encountered in clinical practice but poorly researched, is that GnRH-a render 
surgical planes less distinct and this makes leiomyoma enucleation more difficult. Uterine 
leiomyomas are usually defined as well-capsulated benign neoformations. Actually, they are 
surrounded by a pseudocapsule, formed by a particular distribution of the bundles of smooth muscle 
cells of the more peripheral zone of the myoma and of the surrounding myometrium (3). During the 
development of leiomyoma, intense angiogenesis at the periphery leads to the formation of a “vascular 
capsule” responsible for blood supply to the growing myoma (4). 
The relationship between clinical, surgical and histochemical effects of GnRH-a is well described in 
literature (5,6,7,8,9) but, at our knowledge, no report evaluated the specific immunohistochemical 
changes of leiomyoma pseudocapsule and their possible relationship with some clinical and surgical 
findings. 
Aim of the present study was to evaluate the effects of the pre-operative treatment with GnRH-a on 
cell proliferation and vascularization of leiomyoma pseudocapsule and speculate if these changes 
could influence, at least in part, the modifications of the cleavage plan, the operating time and the 
intraoperative blood loss.  
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Materials and methods 
Thirty-three premenopausal women with single intramural symptomatic uterine leiomyoma referring 
during the years 2005-2007 to the Department of Obstetrical–Gynaecological and Urological Science 
and Reproductive Medicine of the University “Federico II” of Naples were enrolled in the study 
group.  
The patients (age 37.3±3.3 [SD]; parity 2.3±1.1 [SD]; BMI 24.1±4.9 [SD] Kg/m2; myoma mean 
diameter 7.64±0.7 [SD] cm) (GnRH-a group) received 3.75 mg triptorelin depot in three monthly 
subcutaneous injections, starting within the first seven days of the menstrual cycle. After three weeks 
at most from the end of the therapy, all the patients underwent myomectomy. 
Twenty-nine premenopausal women (untreated group) (age 37.5±3.1 [SD]; parity 2.4±1.1 [SD]; BMI 
25.4±4.8 [SD] Kg/m2; myoma mean diameter 7.58±0.8 [SD] cm) did not receive any GnRH-a therapy 
and underwent surgery during the follicular phase of the menstrual cycle.  
Each patient gave her informed consent to be enrolled in the study. 
No patient in either group took hormonal therapy or delivered within 12 months of the study or had 
malignant neoplasm. Other exclusion criteria were previous pelvic surgery, uterine malformations, 
present or past pelvic inflammatory disease, coagulation disorders and unstable general conditions. 
Bimanual examination, transabdominal ultrasonography to calculate the myoma main diameter and 
routine hematological tests were performed at the beginning of the study and after the pre-surgical 
medical therapy.  
Patients were submitted to laparotomic myomectomy. All procedures were performed by the same 
staff, with a documented experience in gynecological abdominal surgery. The abdomen was opened 
using a Pfannenstiel incision. Hysterotomy was carried out on the prominent part of the myoma. 
Enucleation was made along the cleavage plan separating the myoma and the surrounding 
myometrium. The hysterotomy was closed in one or two layers, using separate stitches of resorbable 
 98
polyglactic acid sutures (Vicryl; Ethicon, Somerville, NJ). Vasoactive drugs were not used. Surgeons 
were blinded to the pre-surgical medical treatment.  
For each patient, we evaluated the myoma diameter, the total operating time (from skin incision to 
closure) and the intraoperative blood loss. The blood loss was estimated by weighing swabs and 
adding the estimated volume of blood to that removed by suction. The volume of lactated Ringer’s 
solution used to irrigate the pelvis was estimated precisely and then subtracted from the fluid collected 
in the suction unit. The amount of blood loss during abdominal wall opening was not calculated. 
At the end of the intervention, surgeons were asked to state if they promptly identified the  cleavage 
planes between the leiomyoma and the surrounding myometrium or not.     
In addition to the patients enrolled in the study, we also considered paraffin embedded samples 
obtained in a retrospective manner from twenty premenopausal patients (ten treated with GnRH-a and 
ten untreated patients) submitted to abdominal hysterectomy due to uterine fibromatosis. These 
patients were randomly selected from the database of our Pathology Unit, in order to evaluate the 
features of the border between myometrium and leiomyoma using an hematoxylin and eosin staining. 
For each leiomyoma, three paraffin blocks of representative areas were selected and 4 μm thick serial 
sections were cut from each block. One section was stained with hematoxylin and eosin to confirm the 
original diagnosis, excluding the areas of necrosis.  
Sections from leiomyomas were pre-treated with a heat-induced antigen retrieval technique, with 
incubation in a 650W microwave oven (three sequential steps of 4 min each in citrate buffer (pH 6.0) 
10 mM) for antigen unmasking and then incubated for 20 min at room temperature with 0.3% 
hydrogen peroxide in methanol, to quench the endogenous peroxidases. 
Further incubation with non-immune mouse serum (1:20, Dakopatts, Hamburg, Germany) diluted in 
PBS-bovine serum albumin (1%) for 25 min was performed to prevent non-specific immunostaining. 
After three washing with TRIS saline buffer, immunostaining was performed for the study of the 
expression of PCNA using an anti-PCNA primary antibody (PC10, monoclonal, 1:200, DBA- Milan, 
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Italy). For that concerning the vascular evaluation, immunostaining for CD34, as a pan-endothelial 
marker, was performed with an anti-CD34 primary antibody (QBEnd 10 monoclonal mouse, 1:200; 
Dako, Carpinteria, CA). 
Incubation was carried out overnight at 4°C, in a moist chamber. After incubation and washing, 
sections were incubated with biotinylated link antibodies and peroxidase-labeled streptavidine 
(LSAB-HRP, Dako, Italy). 3,3 Diaminobenzidine (DAB, Vector Laboratories, Burlingame, CA) with 
0.3% H2O2 was used as substrate chromagen solution. After nuclear counterstaining with 
hematoxylin, sections were mounted with synthetic medium (Entellan, Merck, Dermstad, Germany). 
PCNA was observed as nuclear staining in leiomyomas smooth muscle cells. Only cells exhibiting a 
definite staining were judged as positive. PCNA expression was semi-quantitatively evaluated using 
the following score: + (< 5% of stained cells), ++ (5-10% of stained cells), +++ (>10% of stained 
cells). 
CD34 was observed as cytoplasmic staining in blood vessels endothelial cells. CD34 expression was 
simply scored as negative or positive. The number of CD34 positive blood vessels, also including 
mono-endothelial ones, was determined in at least five different fields of representative areas, at 100x 
magnification (0.25 x 0.35 mm).  
Sections were examined and immunostaining was graded without previous knowledge of the clinical 
data of the patients.  









According with previous evaluations, treated patients showed significantly improved hematochemical 
parameters and reduced myoma volume after pre-surgical medical treatment (table 1).  
The mean diameter of removed myomas resulted 6.06±0.80 [SD] cm in the GnRH-a group.   
Surgeons stated that the cleavage plan between leiomyomas and surrounding myometrium was clearly 
identifiable in 25 (86.2%) untreated patients and in 14 (42.4%) GnRH-a treated patients.  
Anyway, no significant difference in the operating time was found among the two groups (untreated 
group: 60.93±22.01 [SD] minutes, range 35-100 min; GnRH-a group: 68.82±17.78 [SD] min, range 
40-110 min).  
In the untreated group, the mean intraoperative blood loss was 213.79±139.47 [SD] ml (range 30-550 
ml). It resulted significantly higher than in GnRH-a group (142.35±97.73 [SD] ml, range 20-350 ml).  
The hematoxylin and eosin staining on the retrospectively recruited samples showed, in uteri from 
untreated patients, a distinct border between myoma and surrounding myometrium. This border 
became not so clean and evident after pre-surgical treatment with GnRH-a (Figure 1). 
An immunopositivity for PCNA ranging from ++ to +++ was detected in all untreated leiomyomas 
unrespect to the topography (pseudocapsule or centre) (Figure 2a). In treated cases, the expression of 
PCNA resulted lower in comparison with untreated ones, with an immunopositivity ranging between 
+ and ++ at the periphery of myomas (Figure 2b).  
In untreated myomas, CD34 immunostaining showed a prominent vascularization, constituted by 
anastomosing blood vessels, more evident in the pseudocapsule zone (mean vessel count: 51.28±6.67 
[SD] (range 40-60) (Figure 2c). In the same area, treated leiomyomas showed significantly reduced 
vascularization (mean count: 40.41±5.66 [SD] (range 30-48) (Figure 2d), with decreased number and 





Uterine leiomyomas are surrounded by a pseudocapsule formed by a particular distribution of the 
peripheral bundles of smooth muscle cells (3). A vascular capsule, formed by larger vessels entering 
the capsule from the periphery and a high density of capillaries, has also been described using electron 
microscopy (4). 
Frequently, surgeons observe that the pre-operative GnRH-a makes myomectomy more difficult, 
because the cleavage plan between leiomyoma and its pseudocapsule becomes less distinct. Some 
Authors (10,11,12) believe that the pre-operative use of GnRH-a may increase difficulties in 
identifying and dissecting the cleavage plan between leiomyoma and its pseudocapsule, both in 
abdominal and laparoscopic myomectomy. This conclusion is conflicting with a study of Vercellini et 
al (7), that does not support the idea that pre-operative administration of GnRH-a makes myomectomy 
more difficult or reduces the intraoperative blood loss.   
For the first time in literature, we investigated if the finding of a less distinct cleavage plan between 
myoma and myometrium could be put in relationship with some morphological and 
imunohistochemical changes of the pseudocapsule. 
All the patients enrolled in the present study underwent laparotomic myomectomy, both due to the 
myoma location and size (intramural lesions, with a mean diameter of about 6 cm) and to the specific 
skill of the surgical team.  
We report that the cleavage plan between myoma and surrounding myometrium was not clearly 
identifiable in the majority of pre-treated patients, but this finding did not represent an additional 
difficulty for the surgeons: as a matter of fact, we did not observe any significant increase in the total 
operating time and demonstrated a reduced intraoperative bleeding. The skill and the cooperation of 
the surgeons probably influenced these results.  
Then, we tried to evaluate the possible relationship between these clinical and surgical findings and 
some histological and immunohistochemical features of the leiomyoma pseudocapsule.   
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The histological evaluation of leiomyoma pseudocapsule showed a less defined border between 
myoma and myometrium in pre-treated cases. This could be a possible explanation for the fact that 
surgeons did not promptly identify the correct cleavage plan between myoma and myometrium in the 
majority of pre-treated patients.  
Literature data about the effect of GnRH-a treatment on uterine leiomyoma cell proliferation are 
conflicting. Routine histological examinations of leiomyomas have failed to demonstrate changes in 
cell proliferation (13). On the other hand, some authors reported reduced expression of Ki67 antigen 
and/or PCNA antigen (14,15), some others found significant over-expression of PCNA and significant 
elevation of Ki67 after GnRH-a therapy (16). In a previous study (5), we found a reduction in PCNA 
expression after GnRH-a treatment, but it did not reach levels of statistical significance in comparison 
with untreated leiomyomas. In the present report, instead, we found a significant reduction in PCNA 
expression in the peripheral areas of leiomyomas. But in this study we considered PCNA expression 
only in the pseudocapsule and not in the whole leiomyoma.  
A reduced tissular trophism due to the decreased cell proliferation in the peripheral areas of pre-
treated leiomyomas could be at least a partial explanation for the loss of the cleavage plan between 
leiomyoma and surrounding myometrium. 
As regards leiomyoma vascularization, a reduced CD34 expression after GnRH-a administration has 
been reported in literature (8,9). In the present study, we underline that this reduced expression is 
more evident in leiomyoma pseudocapsule. This observation, together with the decreased cell 
proliferation, could account for the loss of cleavage plan between myometrium and leiomyoma. 
Moreover, the reduced vascularization could contribute to explain the reduction of intraoperative 
blood loss found during myomectomies performed after medical pre-treatment.  
In conclusion, the present report proposes a relationship between some clinical and surgical findings 
and the morphological and immunohistochemical changes of leiomyoma pseudocapsule after GnRH-a 
pre-operative treatment. The observation of a reduced cell proliferation and vascularisation of the 
 103
pseudocapsule zone could explain, at least in part, the less distinct cleavage plan found between 
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Figure 1. Leiomyoma pseudocapsule in an untreated (a) and in a GnRH-a treated (b) uterus: note the 













Figure 2. a) Moderate to high percentage of cells with nuclear staining for PCNA in a case of 
untreated leiomyoma (magnification ×250); b) Moderate to low expression of PCNA in a case of 
GnRH-a treated leiomyoma (magnification ×250); c) The CD34 immunostaining of blood vessels 
shows a dense vascularization with anastomosing vessels at the periphery of an untreated lesion 
(magnification ×106); d) Appreciable reduction of both the diameter and the density of CD34-
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